Pagina 1

Universidade Regional do Cariri - URCA
Cadernos de Cultura e Ciéncia

Culture and Science Periodicals
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Resumo: Estudos demostraram que a cafeina, um alcaloide purina natural encontrado em mais de 60 tipos de
plantas, tem sido associada com a redugdo do estresse oxidativo, sendo capaz de inibir a peroxidacéo lipidica
nas células. No entanto, dependendo da dosagem e da frequéncia de uso, a cafeina pode ser tdxica para humanos
e animais. Pesquisas usando modelos invertebrados demonstraram que altas doses de cafeina contribuem no
aumento dos niveis de estresse oxidativo, desencadeando mudancas comportamentais e diminui¢do da
expectativa de vida. Neste contexto, objetivou-se avaliar as alteracfes na taxa de mortalidade induzidas por
cafeina em Drosophila melanogaster. Para tanto, foram utilizadas moscas machos e fémeas, com 1 a 3 dias de
vida, expostas a dieta suplementada com concentra¢des crescentes de cafeina (10, 25, 50 e 100 mM) durante 7
dias. A contagem do nimero de moscas mortas foi registrada diariamente e os testes foram realizados em
triplicata. Ao final do periodo de exposicéo, foi possivel perceber que a concentragdo de 100 mM de cafeina foi
a mais toxica para as moscas, evidenciado pelo aumento na taxa de mortalidade quando comparado ao grupo
controle e aos demais grupos testados.
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MORTALITY RATE ALTERATIONS INDUCED BY CAFFEINE
IN Drosophila melanogaster

Abstract: Studies have shown that caffeine, a natural purine alkaloid found in more than 60 types of plants, has
been associated with the reduction of oxidative stress, being able to inhibit lipid peroxidation in cells. However,
depending on the dosage and frequency of use, caffeine can be toxic to humans and animals. Research using
invertebrate models has shown that high doses of caffeine contribute to increased levels of oxidative stress,
triggering behavioral changes and decreasing life expectancy. In this context, the objective of this study was to
evaluate the changes in the mortality rate induced by caffeine in Drosophila melanogaster. For that, male and
female flies were used, with 1 to 3 days of life and exposed to diet supplemented with increasing concentrations
of caffeine (10, 25, 50 and 100 mM) for 7 days. The count of the number of dead flies was recorded daily and
the tests were carried out in triplicate. At the end of the exposure period, it was possible to notice that the
concentration of 100 mM of caffeine was the most toxic for the flies, evidenced by the increase in the mortality
rate when compared to the control group and the other groups tested.
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Introducéo

A cafeina (CAF), ou 1,3,7-trimetilxantina, € uma das principais substancias psicoativas
mais frequentemente consumidas em todo o mundo (LIU et al., 2017), sendo um alcaloide purina
natural encontrado em folhas, sementes e frutos de mais de 60 tipos de plantas, incluindo o café
(Coffea sp.) (MAGUIRE et al., 2017). A CAF também é encontrada em uma variedade de
medicamentos e suplementos dietéticos, assim como nas populares bebidas energéticas, nas quais
a cafeina sintética é adicionada para melhorar suas propriedades estimulantes sob o sistema
nervoso, promovendo um maior estado de alerta e energia (WIKOFF et al., 2017; TEMPLE et
al., 2017).

Além de suas propriedades estimulantes, estudos demostraram que a CAF tem sido
associada com a reducdo do estresse oxidativo devido a sua capacidade de neutralizar Espécies
Reativas de Oxigénio e inibir a peroxidacdo lipidica nas membranas das células (MISHRA;
KUMAR, 2014; MARTINI et al., 2016; ENDESFELDER et al., 2019; BARCELOS et al., 2020),
além de reduzir a produc¢do de proteina B-amiloide em humanos com doenca de Alzheimer
(SANTOS et al., 2010; KOLAHDOUZAN; HAMADEH, 2017). De fato, pesquisas revelaram
que os antioxidantes estdo associados com a baixa incidéncia de diversas doencas, incluindo as
degenerativas e coronarias, agindo diretamente ao eliminar as espécies reativas e aumentar as
defesas antioxidantes enddgenas do organismo (KURUTAS, 2016; AHSAN, F.; BASHIR 2019;
KACZMARCZYK-SEDLAK et al., 2019).

Apesar disso, evidéncias cientificas apontam que substancias com propriedades
antioxidantes como a CAF podem promover efeitos adversos no organismo a depender da
dosagem e da frequéncia de uso (CARAVAN et al., 2016; WILLSON, 2018), sendo que dosagens
excessivas contribuem para o desenvolvimento de alteracdes fisiologicas diversas, principalmente
relacionadas aos sistemas nervoso, cardiovascular e renal (ALMOSAWI et al., 2018;
BARCELOS et al., 2020). De fato, a remocdo completa das espécies reativas (de oxigénio e
nitrogénio) por suplementacdo com substancias antioxidantes pode perturbar as vias de
sinalizacdo celular e aumentar o risco de doengas crénicas, tendo em vista que as espécies reativas
desempenham papeis cruciais para manutencéo do funcionamento normal das células quando em
niveis citostaticos, contribuindo para a viabilidade e processos celulares basicos como
diferenciacdo e proliferacdo celular (MITTLER et al., 2011; MITTLER, 2017; VIANA et al.,
2020).

Estudos utilizando espécies de invertebrados como modelos animais alternativos na
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pesquisa cientifica, incluindo a popular mosca-das-frutas Drosophila melanogaster,
demonstraram que concentracdes acima de 50 mM de CAF podem contribuir para aumentar 0s
niveis de estresse oxidativo, desencadeando mudangas comportamentais e diminuicdo da
expectativa de vida, além de resultar em efeitos negativos sobre a atividade locomotora,
aprendizado e sono (SI; ZHANG; MALESZKA, 2015; MUSTARD, 2014; KO et al., 2017;
CHEN et al., 2018; Da SILVA et al., 2018; ONAOLAPO; ONAOLAPQ, 2020).

A espécie D. melanogaster vem sendo amplamente empregada nos ultimos anos como
modelo animal invertebrado alternativo para entender a toxicidade de varios compostos em
diferentes sistemas bioldgicos (MUNOZ-SORIANO; PATRICIO, 2011; ABOLAJI et al., 2013;
VRAILAS-MORTIMER et al., 2012; NUNES et al., 2019). Neste contexto, destacam-se estudos
que procuraram avaliar a toxicidade da CAF sob alteracfes comportamentais, expectativa de vida
e taxa de mortalidade em D. melanogaster (BONILLA et al., 2006; BAHADORANI et al., 2008;
MUSTARD et al., 2012; KEEBAUGH et al., 2017). Diante do exposto, 0 presente estudo
objetivou avaliar as alteragdes na taxa de mortalidade induzidas por CAF em D. melanogaster.

Material e Métodos

Espécie-Alvo

Para a realizacao dos protocolos experimentais, foram utilizadas moscas machos e fémeas
da espécie D. melanogaster, com 1 a 3 dias de idade, obtidas do Laboratério de Biologia e
Toxicologia (BIOTOX) da Universidade Regional do Cariri - URCA.

Formulacéo da Dieta

As moscas foram mantidas em frascos de vidro contendo meio de cultura constituido por
1 kg de cuscuz (fuba), 50 g de soja moida, 50 g de leite em po, 50 g de acgucar e 10 g de sal,
mantidos em um ciclo claro/escuro de 12/12horas, sob temperatura e umidade constante (25 +
15°C; 60% respectivamente), conforme descrito por Abolaji et al., (2013) e adaptado por Nunes
etal., (2019) e Viana et al., (2020).
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Grupos Experimentais

As moscas foram expostas a dieta suplementada com diferentes concentracfes de CAF
(10, 25, 50 e 100 mM) durante o periodo de 7 dias (1 semana) para testar o efeito destas
concentracOes na taxa de mortalidade das drosofilas. A avaliagdo da taxa de mortalidade se baseia
na contagem diaria do nimero de moscas mortas durante o periodo de exposi¢do considerado,
geralmente de 7 dias.

Ao final da exposicao, foi possivel obter uma média do nimero cumulativo de mortes
registradas ao longo de uma semana. Os testes experimentais foram realizados em triplicata e os
grupos foram divididos da seguinte forma: Grupo I (Controle): Moscas sem dieta suplementada
com CAF; Grupos Il ao V: Moscas expostas a dieta suplementada com concentracdes crescentes
de CAF (10, 25, 50 e 100 mM), respectivamente.

Andlise Estatistica

A analise estatistica foi realizada mediante Analise de Variancia (ANOVA) de duas vias,
seguida pelo teste de Benferroni, empregando a ferramenta estatistica GraphPad Prism, versao
6.0. Diferengas entre os grupos foram consideradas significativas quando p < 0,05.

Resultados e Discussao

Conforme o esperado, a concentracdo de 100 mM de CAF mostrou-se a mais toxica para
as moscas, com aumento na taxa de mortalidade quando comparada com o grupo controle (Grupo
I) durante o periodo de exposicdo de 7 dias (p < 0,05). As demais concentragdes apresentaram
efeitos menos significativos, especialmente ao se considerar os padrdes de atividade locomotora,
quando comparado ao grupo V (CAF 100 mM) e ao grupo | (controle). Além disso, pelo gréafico,
é possivel perceber que a menor concentracdo de CAF (10 mM) testada praticamente ndo causou
alteracdes na taxa de mortalidade das moscas, fato evidenciado pelo nimero cumulativo de morte

relativamente reduzido (Figura 1).
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Figura 1: Taxa de mortalidade das moscas expostas a dieta suplementada com concentracdes
crescentes de cafeina (CAF) durante o periodo de exposicéo de 7 dias.
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Fonte: Gréafico elaborado pelos autores.

Interessantemente, as moscas do grupo IV (que tiveram dieta suplementada com CAF na
concentragdo de 50 mM) praticamente ndo sofreram alteragOes na taxa de mortalidade durante o
periodo de exposicdo a CAF, no qual o nUmero de moscas mortas permaneceu constante a partir
do terceiro dia de exposicdo. Em contraste, no grupo exposto a dieta suplementada com CAF na
concentracdo de 25 mM (grupo Ill), houve relativo aumento na taxa de mortalidade em
comparagdo ao grupo 1V e o controle (p < 0,05). Estes resultados aparentemente incongruentes
serdo dignos de nota em experimentos ulteriores. Ndo obstante, alguns estudos ja haviam
demonstrado previamente que a concentracdo de 50 mM de cafeina é uma dose-dependente limiar
em que, acima disso, ocorrem alteracGes significativas nos padrdes fisioldgicos e
comportamentais de invertebrados como a Drosophila (SI; ZHANG; MALESZKA, 2005;
MUSTARD, 2014; KO et al., 2017; CHEN et al., 2018).

De fato, isto estd de acordo com os resultados demonstrados aqui, em que, acima de 50
mM de cafeina, a taxa de mortalidade das moscas foi relativamente aumentada. Como destacado,
a concentracdo de 100 mM foi a que mais afetou negativamente a taxa de mortalidade das moscas,
mas nem sempre esta concentracdo se mostra relativamente toxica para animais invertebrados
usados como espécies-modelo em pesquisas toxicologicas (MUSTARD et al., 2012; Da SILVA
etal., 2018).

Nikitin e colaboradores (2018) relataram efeitos negativos da cafeina sob alteracdes na
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expectativa de vida de D. melanogaster a depender da dosagem utilizada, respaldando o fato
acima mencionado de que altas concentracfes de cafeina podem reduzir a longevidade das
moscas. Além disso, foi relatado que o excesso de cafeina altera os padrdes normais de atividade
locomotora e sono em Drosophila, bem como o desempenho do mecanismo de geotaxia negativa
(HENDRICKS et al., 2000; SHAW et al., 2000; ANDRETIC et al., 2008; WU et al., 2009; LIN
etal., 2010; NALL etal., 2016; KEEBAUGH et al., 2017). Em parte, os resultados destes estudos
corroboram com os apresentados aqui ao demonstrar que a CAF causa alteracdes na taxa de

mortalidade das moscas Drosophila nelanogaster quando em altas concentrages.

Concluséao

Em suma, a cafeina (CAF) quando em altas concentra¢fes (100 mM ou acima disso) é
toxica para as moscas, fato evidenciado pelo aumento na taxa de mortalidade ao final do periodo
de exposicdo. Mesmo assim, ndo podemos generalizar os fatos, uma vez que a concentracdo de
50 mM (considerada alta por alguns autores) praticamente ndo causou efeitos sob a taxa de
mortalidade das moscas, em contraste com 0 aumento da taxa de mortalidade na concentracao de
25 mM, como demonstrado em nossos experimentos. Faz-se necessario, pois, realizar mais

estudos a fim de melhor esclarecer estes achados.
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